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@ Verfahren zur Senkung des Blutglukosespiegels in SSugern 

@ Die Erfindung belnhattet die Anwendung eines Verfahrens, 
bei dem durch die Reduktion von Dlpeptldyl Peptidase (DP 
IV-) bzw. DP IV-enaloger Enzymakthrttat im Blut eines 
Saugers durch Verabreichung von Effektoren, in kausaler 
Fotge die endogenen (oder zusatzlich exogen verabreichten) 
insulinotropen Peptide Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 
(GIP, - 2 ) und GIucagon-Like Peptide Amide-1 7-36 (GLP-- 
1 7 36 ) (o. a. GLP-1 747 oder deren Analogs) durch DP IV- und 
DP IV-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden und 
damit die Konzentrationsabnahme dieser Peptldhormone 
bzw. ihrer Analoga verringert bzw. verzogert wird. 
In Folge dieser. durch die Wlrkung von DP IV-Effektoren 
erzielten, erhdhten Stabilitat der (endogen vorhandenen 
oder exogen zugefuhrtan) Integrine oder ihrer Analoga, die 
damit vermehrt fur die insulinotrope Stimulierung der Inte- 
■ grin-Rezeptoren der Langerhansschen Zellen im Pankreas 
p zur Verfugung stehen, verandert sich die Wirksamkeit von 
^ korpereigenem Insulin, was eine Stimulierung des Kohlehy- 
dratstoffwechsels des behandelten Organlsmus nach sich 
zieht. 

Als Resultat sinkt der Slutzuckerspiegel unter die fur 
Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration im 
Serum des behandelten Organlsmus. Damit konnen Stoff- 
wochselanomalien wie Gtukosurie, Hyperlipidamie sowie 
mogliche schwere metabolische Azidosen, Diabetes melli- 
tus, die die Fotge langerer, erhdhter Glukosekonzentrationen 
im Glut sind. verhindert bzw. gemildert werden. 
Das erfindungsgemlSe ... 
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Die Erfindung belrifft ein einfaches Verfahren zur 
Senkung der Blutzuckerkonzentration mit Hilfe von ak- 
tivitattmindernden Effcktorcn (Substraten, Pseudosub- 
straten, Inhibitoren, Bindungsproteinen, Antikdrpern 
u. a.) fur Enzyme mit vergleichbarer oder identischer 
Aktivitat zur enzymatischen Aktivitat des Enzyms Di- 
peptidyl Peptidase IV. 

Neben Proteasen, die in unspezifische Proteolyse ein* 
bezogen sind, was letztlich den Abbau von Proteinen zu 
Aminosauren bewirkt, kennt man regulatorische Pro- 
teasen, die an der Funktionalisierung (Aktivierung, De- 
aktivierung, Modulierung) von endogenen Peptidwirk- 
stoffen beteiiigt sind [KIRSCHKE, H, LANGNER, J, 
RIEMANN, S„ WIEDERANDERS, ANSORGE, S. 
and BOH LEY, P., Lysosomal cysteine proteases. Ex- 
cerpt a Medica (Ciba Foundation Symposium 75), 15 
(1980); KRAUSSLICH, R-G. and WIMMER, E, Viral 
Proteinases. Ann. Rev. Biochem. 57, 701(1987)]. Insbe- 
sondere im Zusammenhang mit der Immunforschung 
und der Neuropeptidforschung sind eine Reihe solcher 
sogenannten Konvertasen, Signalpeptidasen oder En- 
kephalinasen entdeckt worden [GOMEZ, S, GLUSCH- 
ANKOF. P., LEPAGE, A., MARRAKCHI, N. and CO- 
HEN, P^ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5468 (1988); 
ANSORGE, S. and SCHON, E. Histochem. 82, 
41(1987)]. 

Aufgrund der Haufigkeit des Vorkommens der Ami- 
nosaure Prolin in einer Vielzahl von Peptidhormonen 
und den damit verbundenen Struktureigenschaften die* 
ser Peptide wird fflr prolinspezifische Peptidasen eine 
den Signalpeptidasen analoge Funktion dislcutiert [YA- 
RON, A^ The Role of Proline in the Proteolytic Regula- 
tion of Biologically Acdve Peptides. Biopolymers 26, 215 
(1987); WALTER, R, SIMMONS, W. H. and YOSHI- 
MOTO, T, Proline Specific Endo- and Exopeptidases. 
MoL Cell Biochem. 30, 11 1(1980); VANHOOF, G, GO- 
OSSENS, F., DE MEESTER, I, HENDRIKS, D. and 
SCHARPfi. S„ Proline motifs and their biological pro- 
cessing. FASEB Journal 9, 736 (1995)]. Dabei bestirnmt 
Prolin in diescn Peptiden durch seine besondere Struk- 
tur sowohl Konformation als auch Stabilitat dieser Pep- 
tide, indem sie vor Abbau durch unspezifische Protea- 
sen schOtzt [KESSLER, H„ Konformation und biologi- 
sche Wirkung von zyklischen Peptiden. Angew. Chem. 
94, 509 (1982)]. Enzyme, die dagegen hochspezifisch 
strukturverandernd auf Prolin-haltige Sequenzen ein- 
wirken (HIV- Protease, Cyclophylin u. a.) sind attraktive 
Ziele der aktuellen Wirkstoff-Forschurtg. Insbesondere 
fur die nach dem Prolin spaltenden Peptidasen Prolyl 
Endopeptidase (PEP) und Dipeptidyl Peptidase IV PP 
IV) konnten Beziehungen zwischen der Modulation der 
biologischen Aktivitat von naulrlichen Peptidsubstraten 
und deren selektiver Spaltung durch diese Enzyme 
wahrscheinlich gemacht werdea So nimmt man an, daB 
PEP eine Rolle beim Lernen bzw. im GedachtnisprozeB 
spielt und DP IV in die Signalubertragung wahrend der 
Immunantwort einbezogen ist pSHIURA, S„ TSUKA- 
HARA, T, TABIRA, T„ SH1M1ZU, T. ARAHATA K. 
and SUGITA, H, FEBS-Letters 260, 131(1990); HE- 
GEN, M., NIEDOBITEK, G„ KLEIN, C E, STEIN, H. 
and FLEISCHER, B., J of Immunology 144, 2908 (1990)]. 

Ahnlich wie die auBerordentliche Prolinspezifitat die- 
ser Enzyme wird ihre hohe Selektivitat fOr die Amino- 
saure Alanin innerhalb typischer Erkennungsregionen 
in Substraten dieser Enzyme diskutiert, wonach Alanin- 
haltigc Peptide ahnltche Konformationen einnehmen 



konnen wie strukturanaloge Prolin-haltige Peptide. 
Kiirzlich wurden derartige Eigenschaften AJaninhalti- 
ger Peptidketten durch Punktmutation (Austausch von 
Prolin gegen Alanin) nachgewiesen [DODGE, R. W. and 
5 SCHERAGA, H. A, Folding and unfolding kinetics of 
the proline- toalanine mutants of bovine pancreatic ribo- 
nuclease A. Biochemistry 35 (5) 1548(1996)]. 

DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat (z. B. besitzt die 
cytosolische DP II eine der DP IV nahezu identische 
to Substratspezifitat) kommt im Blutkreislauf vor, wo sie 
hochspezifisch Dipeptide vom N -Terminus biologisch 
aktiver Peptide abspaltet, wenn Prolin oder Alanin die 
benachbarten Reste der N-terminalen Aminosaure in 
deren Sequenz darsteilen. Deshalb wird davon ausge- 
is gangen, daB dieses Enzyro an der Regulation von Poly- 
peptiden in vivo beteiiigt ist [VANHOOF, G, GOOS- 
SENS, F, DE MEESTER, U HENDRIKS, D. and 
SCHARPfi, S, Proline motifs and their biological pro- 
cessing, FASEB Journal 9, 736 (1995)]. 
20 Die Giukose-abhangigen insulinotropen Polypeptide: 
Gastric Inhibitory Polypeptide 1—42 (GIP1-42) und 
Glucagon-like Peptide Amide-1 7—36 (GLP-h-w), 
Hormone, die die Glukoseinduzierte Insulinsekretion 
des Pankreas stiraulieren (auch Integrine), sind Substra- 
25 te der DP IV, da sie von den N-terminalen Sequenzen 
dieser Peptide die Dipeptide Tyrosinyl- Alanin bzw. Hi- 
stidyl-Alanin in vitro und in situ abspalten kann [MENT- 
LEIN. R„ GALLWITZ, B„ and SCHMIDT. W. E„ Dipep- 
tidyl Peptidase IV hydroryzes gastric inhibitory poly- 
30 peptide, glucagon-like peptide-l(7— 36)amide, peptide 
histidine methionine and is responsible for their degra- 
dation in human serum. Eur. J. Biochem. 214,829 (1993)]. 

Die Reduktion derartiger DP IV- bzw. DP IV-analo- 
ger Enzymaktivitat zur Spaltung solcher Substrate in 
35 vivo kann dazu dienen, unerwfinschte Enzymaktivitat 
unter Laborbedingungen als auch in pathologischen Zu- 
standen von Sauger-Organismen wirksam zu unterdruk- 
ken [DEMUTH, H.-U, Recent developments in the irre- 
versible inhibition of serine and cysteine proteases. J 
40 Enzyme Inhibition 3, 249-278 (1990); DEMUTH, H.-U. 
and HEINS, J, On the catalytic Mechanism of Dipepti- 
dyl Peptidase IV. in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in 
Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer, 
Ed.) R. G. Landes, Biomedical Publishers, Georgetown, 
45 1-35 (1995)} 21 B. basiert Diabetes mellitus Typ II 
(auch Altersdiabetes) auf einer verminderten Insulinse- 
kretion bzw. Storungen in der Rezeptorfunktion, die 
u. a. in proteolytisch bedingten Konzentrationsanoma- 
lien der Integrine begrOndet sind [BROWN, J. C, 
so DAHL, NU KWAWK, S, MCINTOSH, G H. S, OTTE, 
S. C and PEDERSON, R. A. Peptides 2. 241 (1981); 
SCHMIDT, W. R, SIEGEL, E. G„ GALLWITZ, B. 
KUMMEL, H, EBERT, R. and CREUTZFELDT, W, 
Characterization of the inulinotropic activity of frag- 
55 ments derived from gastric inhibitory polypeptide. Dia- 
betologia 29, 591A (1986); ADELHORST, IC, HEDE- 
GAARD, B. B., KNUDSEN, L B. and KIRK, O, Structu- 
re-activity studies of glucagonlike peptide. J. Biol Chem. 
296,6275(1994)]. 
60 Hyperglykamie und damit verbundene Ursachen 
bzw. Folgeerscheinungen (auch Diabetes mellitus) wer- 
den nach gegenwartigem Stand der Technik durch die 
Verabreichung von Insulin (z. B. von aus Rinderpankre- 
as isoliertem oder auch gentechnisch gewonnenem Ma- 
ss tcrial) an erkrankte Organismen in verschiedenen Dar- 
reichungsformen behandelt Aile bisher bekannten, als 
auch die moderneren Verfahren zeichnen sich durch 
hohen MateriaJaufwand, hohe Kosten und oft durch ent- 
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scheidende BeeintrSchtigungen der LebensquaJitat der 
Patienten aus. Die ldassische Methode (tSgliche L v . . 
lnsulin-Injektion, ublich seit den dreiBiger Jahren) be- 
handelt die akuten Krankheitssymptome, fuhrt aber 
nach langerer Anwendung u. a. zu schweren Gef&Bver- 
anderungen (Arteriosklerose) und Nervenschadigungen 
[LACY, P., Status of Islet Cell Transplantation. Diabetes 
Care 16(3)76(1993)} 
Neuerdings wird die Installation subkutaner Depot- 



logen enzymatischen Aktivitat im Blut erzielte Sta- 
biMtserh6hung der Integrine in nachfolgender 
Veranderung der Glukoseinduzierten Insulinwir- 
kung resultiert und damit zu einer mittcls DP IV- 
Effektoren kontroJlierbaren Modulierung des filut- 
Glukosespiegels fuhrt. 



Die erfindungsgem&B applizierten Effektoren der DP 
IV* bzw. DP IV-analoger Enzyme kdnnen in pharma- 
Implantate (die Insulinabgabe erfolgt dosiert, und die to zeutisch anwendbaren Formulierungskomplexen als In- 
taglichen Injektionen entfallen) sowie die Implantation hibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der 
(Transplantation) intakter Langerhansscher Zellen in DP IV-Expression, Bindungsproteine oder Antikorper 
die funktionsgestarte PankreasdrOse oder andere Or- dieser Enzymproteine oder Kombinationen aus diesen 
gane und Gewebe vorgeschlagea Derartige Transplan- verschiedenen Stoffen, die DP IV- bzw. DP IV-analoge 
tationen sind technisch aufwendig. Weiterhin stellen sie 15 Proteinkonzentration im Saugerorganismus reduzieren, 
einen risikobehafteten chirurgischen Eingriff in den zum Einsatz kommen. ErfirTdungsgemaBe Effektoren 
Empfangerorganismus dar und verlangen auch bei Zell- sind z, B. DP IV- Inhibitoren wie die Dipeptidderivate 
verpflanzungen nach Methoden zur Suppression bzw. bzw. Dipeptidmirnetika Alanyl-Pyrolidid, Isoleucyl- 
der Umgehung des Immunsystems [LACY, P„ Treating Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Valyl- Prolyl, 
Diabetes with Transplanted Cells. ScL Americ. 273 (1) 20 O- Benzoyl Hydroxylamin, Derartige Verbindungen sind 



40-46(1995)} 

Die mdglichst orale Applikation hochaffiner, nieder- 
molckularer Enzyminhibitoren dagegen ist eine kosten- 
guns tiger e Alternative z. B. zu invasiven chirurgischen 
Techniken bei der Behandlung pathologischer Erschei- 
nungen. Derartige Enzyminhibitoren finden inzwischen 
therapeutischen Einsatz ais Immunsuppressiva, Anti- 
thrombotika und als AIDS-VirostauTca. Durch chemi- 
sches Design von Stabilitats-, Transport- und Clearen- 
ce-Eigenschaften kann deren Wirkungsweise modifi- 
ziert und auf individuelle Eigenschaften abgestimmt 
werden [SANDLER, M. and SMITH, H. J. Hrsg., Design 
of Enzyme Inhibitors as Drugs. Oxford University Press, 
Oxford (1989); MUNROE, J. E, SHEPHERD. T. A. 



aus der Literatur bekannt [DEMUTH, H.-U, Recent 
developments in the irreversible inhibition of serine and 
cysteine proteases, f. Enzyme Inhibition 3, 249 (1990)] 
oder in Analogie zu den in der Literatur beschriebenen 
25 Methoden herstellbar. 

Das erfindungsgem&Be Verfahren stellt eine neuarti- 
ge Herangehensweise zur Senkung erhohter Blutgluko- 
sekonzentration im Serum von Saugern dar. Es ist ein- 
fach, kommerziell nutzbar und zur Anwendung bei der 
30 Therapie, insbesondere von Erkrankungen, die auf iiber- 
durchschnittlichen Blutglukosewerten basieren, in der 
Humanmedizin geeignet 

Die Effektoren werden in Form von pharmazeuti- 
schen Praparaten enthaltend den Wirkstoff in Kombina- 



JUNGHEIM, L. N, HORNBACK, W. J, HATCH, S. D, 35 tion mil flblichen aus dem Stand der Technik bekannten 



MUESING, M. A, WISKERCHEN, M. A, SU, K. S., 
CAM PAN ALE, K. M, BAXTER, A. J, and COLACINO, 
J. M^ Potent, orally bioavailable HIV-I protease inhibi- 
tors containing noncoded D-amino acids. Bioorg. Medi- 
cinal Chem. Letters 5 (23) 2897 (1995)} 

Das Ziel der Erfmdung ist ein einfaches und neuarti- 
ges Verfahren zur Senkung des Blutglukosespiegels, das 
erfindungsgemaB dadurch erreicht werden kann, daB 
mirtels Vcrabreichung von Effektoren an einen Sauger- 



Tragermaterialien verabreicht Beispielsweise werden 
sie parenteral (z. B. L v, in physiologischer Kochsalzlo- 
sung) oder enteral (z. B. oral formuliert mit Qblichen 
Tragermaterialien wie z. B. Glukose) appliziert 
40 In Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabilitat und 
ihrer Bioverftlgbarkeit mOssen einfache oder auch 
mehrfache Gaben der Effektoren erfolgen, um die er- 
wvlnschte Normalisierung der Blutglukosewerte zu er- 
reichen. Z. B. kann im Falle von Aminoacyl-Thiazolidi- 



organismus, in kausaler Folge die endogenen (oder zu- 45 den ein soldier Dosisbereich zwischen 1.0 mg und 



satzlich exogen verabreichten) insuiinotropen Peptide 
GIP1-42 und GLP-I7-36 (o.a. GLP-I7-37 oder deren 
Analoga) durch DP IV- oder DP IV-ahnliche Enzyme 
vermindert abgebaut werden und damit die Konzentra- 
tionsabnahme dieser Pepdidhormone bzw. ihrer Analo- 
ga vcrringert bzw. verzGgert wird. 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befund zu- 
gmnde, daB eine Reduktion der im Blutkreislauf agie- 
rcnden DP IV- oder DP IV-ahnlichen enzymatischen 
Aktivitat kausal zur Beeinflussung des Blutzuckerspie- 
gels fuhrt. Es wurde gefunden, daB 



10.0 mg Effektorsubstanz pro Kilogramm liegen. 

AusfQhrungsbeispiele 

50 Beispiel 1 

Inhlbierung der DP IV-kataiysierten Hydrolyse der 
Integrine GIPi -42 undGLP-U-36 in situ 



55 Sowohl in vitro mit gereinigtem Enzym als auch in 
situ, z. B. in gepooltem humanem Serum, kann man die 
Hydrolyse der Integrine* verursacht durch DP IV- bzw. 
DP TV-analoge Aktivitat, nachweisen bzw. mit Hilfe von 
Inhibitoren unterdriicken (Abb. 1} 
60 Erfindungsgem&B erreicht man in situ bei Inkubation 
von 30 uM GIPi -42 bzw. 30 jiM GLP-I7-36 und 20 uM 
Isoleucyl-ThiazoKdid (la), einem reversiblen DP IV-ln- 
hibitor in 20%-igem Serum bei pH 7.6 und 30°C die 
komplette Unterdrflckung der Enzym-katalysierten Hy- 
Z erhohte biologische Abbaustabilitat der Integri- $5 drolyse beider Peptid-hormone innerhalb von 24 Stun- 
ne (oder ihrer Analoga) eine Wirkungsveranderung den (lb und lc, jeweils obere Spektren. Synthetisches 
endogenen Insulins zur Folge hat GIPi .42 (5 jiM) und synthetisches GLP-I7-36 (15 uM) 

3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP IV-ana- wurden mh humanem Serum (20%) in 0. 1 mM TRICI- 



1. die Verminderung von DP IV- bzw. DP IV-analo- 
ger Aktivitat zu relativer Stabilitatserhohung der 
Glukose-s:imulierten, oder extern zugefOhrten In- 
tegrine (oder deren Analoga) zur Folge hat, & h. 
durch Applikation von Effektoren der DP IV- bzw. 
DP IV-analoger Proteine der Integrin-Abbau im 
Btut kontrolliert werden kana 
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NE Puffer bei pH 7.6 und 30° C fur 24 Stunden inkubiert. 
Proben der Inkubationsansatze (fur GIP1-42 25 pmol 
und im Falle von GLP-I7-36 7JS pmol) wurden nach 
verschiedenen Zeiten entnommen. Die Proben wurden 
rait 2',6'-Dihydroxyacetophenon als Matrix co-kristaJli- 5 
siert und mittels MALDI-TOF-Massen-spektrometrie 
analysiert Die Spektren (Ahb. 1) stellen Akkumulatio- 
nen von 250 einzelnen LaserschQssen pro Probe dar. 

(1 b) Die Signale im Bereich von m/z 4980.1 ± 53 10 
entsprechen GIPi -42 (M4975.6) und m/z 4745.2 ± 
5.5 dem DP IV-HydroIyseprodukt GIP3-42 
(M4740.4). 

(lc) Die Signale m/z 3325.0 ± 1.2 entsprechen 
GLP-h-36 (M3297.7) und m/z 3U6.7 ± 13 dem 15 
DP IV-Hydrolyseprodukt GLP-1 9 -36(M3089.6). 

In den Versuchsansatzen ohne Inhibitor wurden die 
Integrine in dieser Zeit fast vollstandig abgebaut 
(Abb. 1 b und 1 c, jeweils untere Spektren). 20 

Beispiel 2 

Inhibierung des Abbaus von GLPi .42 durch den DP 

IV- Inhibitor Isoleucyl-Thiazolidid in vivo 25 

Verfolgt man den Metabolismus der nativen Integrine 
(hier GLP- 1 7 - 35) im Serum der Ratte in Abhangigkeit in 
Gegenwart des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid 
(i. v. Injektion einer 1.5 uM Inhibitoriosung in 03%-iger 30 
Kochsalzldsung) gegeniiber einer Kontrolle, so ist bei 
einer Konzentration des Inhibitors Isoleucyl-Thiazoli- 
did von ca. 0.1 mg/kg Laborratte bei den Inhibitor-be- 
handelten Vcrsuchstieren (n =* 5) im Verlaufe des Ver- 
suchszeitraums kein Abbau des insulino-tropen Peptid- 35 
hormons GLP- 17-36 zu beobachten (Abb. 2). 

Zur Detektion der Metaboliten in Anwesenheit und 
Abwesenheit des DP IV-Inhibitors (20 Minuten nach 
vorheriger L v.-Inhibitor- bzw. Kochsalzgabe) erhielten 
die Versuchs- und Kontrolltiere i. v. 50—100 pM 40 
l2s I-GLP-t 7 -36 (spezifische AktiviUt ca. 1 uMCi/pM). 
Blutproben wurden nach 2—5 rain entnommen und das 
Plasma mittels 20% Acetonitril extrahiert Nachfolgend 
wurde der Peptidextrakt mittels RP-HPLC separiert 
und die Radioaktivitat der Fraktionen an einem r-Coun- 45 
ter analysiert. Die gefundene Aktivitat ist in cpm (count- 
sper minute relativ zum Maximum angegeben). 

Beispiel 3 

50 

Modulation der Insulinwirkung und Senkungdes 
Blutglukosespiegels nach L v. Applikation des DP 
IV-lnhibitors Isoleuzyl-Thiazolidid in vivo 

An der durch intraduodenale (i.d.) Injektion Glukose- 55 
stimulierten Ratte, kann durch L v. Gabe verschiedener 
DP IV- Effektoren, z. B. von 0,1 mg Isoleucyl-Thiazolidid 
pro kg Ratte eine auf die Inhibitorwirkung zurflckge- 
hende, zeitlich verzdgert einsetzende Senkung des Glu- 
kosespiegels beobachtet werden. Dieser Ef fekt ist dosis- so 
abhangig und nach Absetzen der Infusion von 0i>5 mg/ 
min des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid pro kg 
Ratte revers ibel. Die L v. Applikation der gleichen Glu- 
kosemenge von Inhibitor-behandehen und Kontroll- 
Tieren zeigt im Gegensatz zur den i.d. Glukose-stimu- 65 
liertcn Versuchstieren keine vergleichbare Wirkung. 

Abb. 3 verdeutlicht diese Zusaramenhange an den In- 
hibitor-abhangigen Veranderungen der Plasmaparame- 
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ter: A - DP IV-Aktivitat, B — Plasma-Insulinspiegel, C 
— BlutglukosespiegeL 

Die Versuchstiere (n — 5, mannliche Wistar-Ratten, 
200—225 g) erhielten als Initialdosis 1-5 uM Isoleucyl- 
Thiazolidid in 0.9%-iger Kochsalzldsung (A) oder glei- 
che Volumina 03%-ige Kochsalzldsung ohne Inhibitor 
(■) (Kontrollgruppe n « 5). Die Versuchsgruppe er- 
hielt weiterhin eine Infusion des Inhibitors von 
0.75 jiM/min Ober 30 min Versuchszeit (*X Der Kon- 
trollgruppe wurde im gleichen Zeitraum eine Inhibitor- 
freie 0.9%-ige Kochsalzldsung infundiert Zum Zeit- 
punkt t « 0 erhielten die Tiere i.d. eine Glukosedosis von 
1 g/kg 40%-iger Dextroseldsung (w/v). 

Allen Versuchstieren wurden Blutproben in zehn Mi- 
nutenabstanden entnommen. Glukose Messungen er- 
folgten am Vollblut (Lifescan One Touch II analyzer) 
wahrend die DP IV-Aktivitat und die Insulinkonzentra- 
tionen im Plasma bestimmt wurden. 

Der hier angewandte Insulintest ist empfindlich zwi- 
schen 10 und 160 mU/mi [PEDERSON, R A, BU- 
CHAN, A.M.J, ZAHEDI-ASH, S„ CHEN, CB.& 
BROWN, J. C Reg. Peptides 3, 53-63 (1982)]. Die DP 
IV- Aktivitat wurde spektralphotometrisch bestimmt 
[DEMUTH, H.-U. and HEINS. J, On the catalytic Me- 
chanism of Dipeptidy) Peptidase IV. in Dipeptidyl Pepti- 
dase IV (CD 26) in Metabolism and the Immune Re- 
sponse (B. Fleischer, Ed.) R. G. Landes, Biomedical Pu- 
blishers, Georgetown, 1—35 (1995)]. Aile MeBwerte 
sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angege- 
ben. 

Patentansprilche 

1. Verwendung von Effektoren der Dipeptidyl Pep- 
tidase (DP IV>- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivi- 
tat zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die 
fur Hyperglykamie charakteristische Glukosekon- 
zentration im Serum eines Sauger-Organismus. 

2. Verwendung gemftfl Anspruch l t dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Verabreichung von Effekto- 
ren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymak- 
tivitat an Sauger der Verhinderung oder Milderung 
pathologischer Stoffwechsel-Anomalien von Sau- 
ger-Organisraen ausgewahlt aus Glukosurie, Hy- 
perlipidamie, metabolischer Azidosen und Diabe- 
tes mellitus dient 

3. Verwendung gemaB Anspruch l t dadurch ge- 
kennzeichnet, daC als Effektoren der Dipeptidyl 
Peptidase (DP IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymak- 
tivitat Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, In- 
hibitoren der DP IV-Expression, Bindungsproteine 
oder AntikSrper dieser Enzymproteine oder Kom- 
binationen der genannten Effektoren verwendet 
werden. 
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Abb. 1 : MALDI-TOF-Analyse der DP IV-katalysierten Hydrolase von GIPm 2 (b) und 
GLP-7-36 und deren Hemmung durch Isoleucyl-Thiazolidid (a). 
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Abb. 2: HP LC- Analyse der Serumprasenz von GLP-1 Metaboliten in Gegenwart und in 
Abwesenheit DP IV Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid in vivo. 
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Abb. 3 Einflu3 des DP IV -Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid auf verschiedene 
Blutparameter der /.d-Glukose-stimulierten Ratt . 
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